








LC/MS/MS による同位体 SRM 法を用いたゲノム DNA 中の 
高感度修飾シトシン測定法に関する研究 
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Figure 1. Modification of cytosine and cycle of active demethylation 
 5mC is sequentially oxidized to 5hmC, 5fC and 5caC by TET. 5fC and 5caC are eliminated by 
thymine DNA glycosylase(TDG) and restored by base excision repair (BER). 
 





検討が困難である。先行研究の LC/MS/MS による修飾シトシン比率の測定は DNA 1 μgを使











































養細胞 DNA 中の 5hmC を定量するには感度不足である。 
従って、本研究ではゲノム DNA 中の 5hmC 含量を高感度に測定し、ゲノム DNA 中の総
シトシンに対する比率を評価する方法を検討した。 
 
【方法】 培養細胞ゲノム DNA 中の修飾シトシン比率を評価するために、培養細胞から調
製した DNA を酵素処理によりヌクレオシド単位に分解した。ギ酸を添加した水/メタノール
のグラジエントにより C18カラムで LC 分離した後、５－ヒドロキシメチルデオキシシチジ
ン(5hmdC)、５－メチルデオキシシチジン(5mdC)およびデオキシグアノシン(dG)をそれぞれ
の同位体標識体を内部標準として ESI-タンデム四重極 MS で精密定量した。DNA2 本鎖では
修飾の有無に関わらずシトシンの相補鎖側にグアニンがあるため、dG 量を総シトシン量と
して代用し 5hmdC/dG 比または 5mdC/dG 比を DNA 中の修飾シトシンの割合すなわち
5hmC/C 比または 5mC/C 比として評価に用いた。 
 
【結果】 1. DNA 分解試料中のヌクレオシド定量法の検討 
培養細胞 DNA 中の 5hmC は極めて微量のため、測定試料中の 5hmdC とその他のヌクレ
オシドの濃度差は大きかった。微量の 5hmdC を検出するための試料を測定すると 5mdC お





ど)を検出する SRM で、MS 検出器に到達するイオン量を適度に減少させてシグナルの飽和
を抑制し、検量線の線形性を大幅に改善した（Figure 2）。その結果、微量の 5hmdC と高濃
度の 5mdC および dG の同時定量が可能となり、総測定時間の大幅な短縮に成功した。構築





Figure 2. Improvement of the linearity of caribration for dG by iSRM 
 Calibration curve of dG measured by SRM, m/z 268>152 (A) and iSRM, m/z 269>153 (B). 
 
2. MLL-TET1 の機能解析への応用 
次に、この測定法を適用して MLL-TET1 の機能解析を行った。MLL-TET1 はある種の染
色体転座を持つ急性骨髄性白血病患者において MLL と TET1 が融合して生じた融合遺伝子
である。TET1 は 5mC を酸化して 5hmC に変換するが、融合遺伝子の産物である MLL-TET1
の 5hmC 産生能については報告がない。MLL-TET1 の 5hmC 産生能を評価するために、TET1
の部分配列または MLL-TET1 を発現させた HEK293A から DNA を調製し、修飾シトシン比
率を定量した。MLL-TET1 の発現は DNA の 5hmC/C 比を変化させなかった(Figure 3)が、共




Figure 3. Effect of expression constructs on 
5hmC/C ratio of genomic DNA of HEK293A. 
 
5hmC/C was increased by expression of catalytic domain 
of TET1(column 2 and 3) compared to control (column 1) 
depending on the amount of plasmid and was not changed 











































Figure 4. Inhibitory effect of co-expressed 
MLL-TET1 on the increase of 5hmC/C ratio of 
genomic DNA of HEK293A by TET1. 
 
5hmC/C was increased by TET1 (column 2) compared to 
control (column 1). The increase was partially inhibited 
by co-expressed MLL-TET1 depending on the amounts 
of plasmid (column 3-5). A partial sequence of 
MLL-TET1 did not inhibit the increase of 5hmC/C by 
TET1 (column 6) 
 
【考察】 従来、同一試料中の濃度差が極めて大きい複数の物質の定量は通常の SRM 法で
は困難で、希釈試料の調製と再測定が必要であった。iSRM によって微量の 5hmdC と高濃度
の5mdCおよびdGの同時定量を初めて達成した。次いで確立した測定法を用いてMLL-TET1
が TET1 のドミナントネガティブ体である可能性を初めて明らかとした。HEK293A の
5hmC/C 比は 0.01%程度で、先行研究の定量下限 0.1%を下回っていた。本研究で作成した高
感度な方法により HEK293A を用いた評価が可能となった。 
 
【結論】 iSRM により DNA 中の修飾シトシン比率の高感度かつハイスループットな定量
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ラジエントにより C18 系カラムで LC 分離した後、5-ヒドロキシメチルデオキシシチジン
（5hmdC）、5-メチルデオキシシチジン（5mdC）及びデオキシグアノシン（dG）の同位
体標識体を内標準物質とする ESI-MS/MS により精密定量し、dG 量を総シトシン量として
代用し 5hmC/dG 比または 5mdC/dG 比を DNA 中の修飾シトシン含量として評価した。測
定試料中の 5hmdC とその他のヌクレオシド濃度差は大きく、LC から 5hmdC が高濃度の
その他のヌクレオシドと共溶出するとき 5hmdC のイオン化が抑制された。また微量の
5hmdC を検出するための試料を測定するとき、5mdC および dG のシグナルは MS 検出器
の限界を超過し飽和した。シグナル飽和については、内在性の同位体元素含有体を検出す
る同位体 SRM（iSRM）法の適用により MS 検出器に到達するイオン量を適度に減少させ
シグナルの飽和を抑制し、検量線の線形性を大幅に改善した。共溶出については、分析カ
ラム、グラジエント等の LC 分離条件の検討によって解決した。その結果、微量の 5hmdC
と高濃度の5mdCおよびdGの同時定量を可能とし、総測定時間の大幅な短縮に成功した。
以上により確立した測定法は、バリデートされ、5hmC/C 比の定量下限は DNA 200 ng を
試料としても 0.001%を下回るほどの高感度を実現した。 
続いて、開発した測定法により、培養細胞を用いた MLL-TET1 機能の解析を行った。
TET1 は、5mC の脱メチル化過程の中間体として 5hmC、5-ホルミルシトシン、5-カルボ
キシルシトシンを生成する酵素であり、MLL-TET1 は急性骨髄性白血病患者に多く見られ
る染色体転座によって生じた融合遺伝子タンパク質の一つである。その結果、MLL-TET1
が TET1 のドミナントネガティブ体である可能性を示した。 
iSRM 法を活用した本測定法の考え方は、他の測定法構築にも応用できると考えられた。
5hmC 量が微量である培養細胞を用いても修飾シトシン動態の詳細な検討を可能とする高
感度な測定法を確立したと考えられた。 
よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
